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Resumen: En la actualidad, entre un 1 y un 4% de los niños son concebidos mediante el 
empleo de técnicas de reproducción asistida (TRAs), siendo uno de los procedimientos más 
comunes la crioconservación de embriones. Esta técnica consiste en someter a los embriones 
a temperaturas bajo cero con el fin de detener su actividad metabólica al tiempo que se 
conserva su integridad. Hasta el momento, se ha considerado una herramienta 
biotecnológica neutra, pero trabajos previos en conejo (Oryctolgus cuniculus) y otras 
especies parecen indicar lo contrario. A nivel embrionario se han observado alteraciones en 
el metabolismo energético, así como en la fase postnatal, registrando un menor peso de 
hígado, menor velocidad de crecimiento o menor peso al nacer. A nivel mitocondrial se han 
observado diferencias en la distribución de las mitocondrias, en su potencial de membrana y 
en la acumulación de especies reactivas de oxígeno, lo que convierte el análisis mitocondrial 
en una herramienta útil para el estudio del efecto de las TRAs. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la vitrificación embrionaria temprana en 
conejo sobre el número de mitocondrias tanto a nivel embrionario como postnatal. Para ello, 
se estableció una población control y otra vitrificada, y se puso a punto la cuantificación 
relativa de las mitocondrias. El análisis del número mitocondrial se llevó a cabo mediante la 
cuantificación del gen tRNA-Leu, específico del genoma mitocondrial, normalizado por la 
cuantificación del gen de la histona, específico del genoma celular, obteniéndose así el 
número de mitocondrias en base al número de células. Además, para evaluar el efecto a nivel 
pre- y postnatal, se emplearon 3 grupos experimentales: embriones de 6 días (prenatal) y 
animales de 9 semanas y 10 meses (postnatal). 
Los resultados obtenidos en relación a la eficiencia de los genes seleccionados para el estudio 
mostraron que, tanto los primers como las condiciones de amplificación, eran adecuadas 
para llevar a cabo la cuantificación. Además, también se observó la evolución de las 
mitocondrias a lo largo de la vida del conejo. Se encontraron diferencias en el número de 
estas entre la etapa pre y postnatal, siendo mayor en la primera dada la energía requerida 
durante el desarrollo embrionario. Estas diferencias también fueron visibles entre animales 
juveniles y adultos. Con el fin de compensar la alteración de la actividad mitocondrial, los 
adultos presentaron un mayor número de estos orgánulos. Finalmente, se observaron 
diferencias significativas en la cantidad de mtDNA en embriones de 6 días. Los embriones del 
grupo vitrificado presentaban un aumento en los niveles de mtDNA si se comparaban con los 
del grupo control, revelando el efecto que las TRAs presentan en la cantidad de mitocondrias 
durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas 
entre las muestras provenientes de conejos de 9 semanas y 10 meses, lo que sugiere que 
este efecto disminuye con el desarrollo del individuo hasta normalizarse. 
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Abstract: Nowadays, between 1% and 4% of children are conceived by assisted reproductive 
technologies (ARTs), being embryo cryopreservation one of the most common procedures. 
This technique is based on exposing embryos to sub-zero temperatures in order to stop their 
metabolic activity while preserving their integrity. Until now, it has been considered a 
neutral biotechnological tool, but studies on rabbits (Oryctolgus cuniculus) and other species 
seem to indicate the opposite. In embryos, alterations in the energy metabolism have been 
observed. Furthermore, lower liver weight, slower growth rate and lower birth wieight have 
been shown as postnatal effects. At mitochondrial level, differences have been observed in 
the distribution of mitochondria, in their membrane potential and in the accumulation of 
reactive oxygen species, making the number of mtDNA copies a useful tool to study the 
effect of ARTs. 
The objective of this work was to evaluate the effect of early embryo vitrification in rabbit 
on the number of mitochondria. To this end, 2 populations were developed, naturally 
conceived animals and vitrified embryos transferred to surrogate mothers. In addition, the 
relative quantification of the mitochondria was set up. The mitochondrial analysis was 
carried out by the quantification of tRNA-Leu, specific to the mitochondrial genome, 
normalized by the quantification of histone, specific to the cellular genome, obtaining the 
number of mitochondria based on the number of cells. Moreover, in order to evaluate both 
pre and postnatal effect, 3 experimental groups were also developed, which included 6 day-
old embryos and animals between 9 weeks and 10 months of age.  
The results obtained in relation to the efficiency of the genes selected for the study showed 
that both the primers and the amplification conditions were suitable to carry out the 
quantification. In addition, the mitochondria evolution throughout the rabbit’s life was also 
observed. Differences in their number were found between pre and postnatal stage, being 
higher during the prenatal stage due to the energy required during the embryo 
development. These differences were also visible between juvenile and adult animals. In 
order to counteract the altered mitochondrial activity, adults had a greater number of these 
organelles. Finally, significant differences in the mtDNA quantity in 6 day-old embryos. 
Vitrified and transferred embryos had an increase in mtDNA levels when compared to 
naturally conceived embryos. These results revealed some of the effects that ARTs have in 
the number of mitochondria during embryonic development. However, no significant 
differences were found in the number of mtDNA copies in rabbits between 9 weeks and 10 
months of age, suggesting that this effect decreases during the individual development until 
it normalizes. 
 
Key words: vitrification, phenotypic plasticity, mitochondria, mtDNA, relative 
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Title: Effect of embryo vitrification on mitochondrial number in preimplantation embryos 
and hepatic tissue in rabbit. 
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1. Introducción 
 
1.1. Técnicas de Reproducción Asistida (TRAs) 
A partir del nacimiento de Louise Brown, el primer humano concebido por fecundación in 
vitro en 1978, más de 5 millones de niños han nacido por medio de las técnicas de reproducción 
asistida (TRAs) (Grafodatskaya et al., 2013). De hecho, en la actualidad, entre un 1 y un 4% de 
los infantes son concebidos gracias al empleo de dichas técnicas (Feuer y Rinaudo, 2017). Es por 
esto por lo que las TRAs se consideran uno de los logros más importantes de la medicina 
reproductiva (Grafodatskaya et al., 2013).  
Las TRAs se encuentran en constante cambio con el fin de adaptarse a las necesidades de los 
pacientes (Vrooman y Bartolomei, 2017). Dentro de la gran diversidad que presentan (Tabla 1), 
las más comunes son la fecundación in vitro convencional (IVF) y la inyección intracitoplasmática 
de espermatozoides (ICSI). Además, estas técnicas suelen ir acompañadas de otros 
procedimientos como son: la hiperestimulación ovárica controlada, la recuperación de oocitos, 
el cultivo de embriones y su transferencia.   
 
Tabla 1. Resumen de las técnicas de reproducción asistida (TRAs). 
PRINCIPALES TRAs 
IVF convencional ICSI 
 
 
 
 
 
 
unión in vitro de 
espermatozoides 
con óvulos, ambos 
previamente 
extraídos, con el 
objetivo de que 
tenga lugar la 
inseminación y 
obtener embriones 
fecundados 
 
 
 
 
 
 
extracción, a partir 
de una muestra de 
semen o de una 
biopsia testicular, de 
espermatozoides 
con el fin de 
seleccionar los más 
adecuados e 
inyectarlos en el 
citoplasma del óvulo. 
Se emplea cuando 
hay problemas de 
infertilidad 
masculina 
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OTROS PROCEDIMIENTOS 
Hiperestimulación ovárica controlada Recuperación de oocitos 
 
 
 
tratamiento 
hormonal que 
busca la súper 
ovulación 
  
aspiración de los 
folículos para 
conseguir óvulos 
Cultivo de embriones Transferencia de embriones 
 
cultivo de los 
embriones tras la 
fecundación 
manteniendo las 
condiciones 
óptimas  
introducción de 
embriones 
(estado de 
segmentación o 
blastocisto) a 
través del cérvix 
en el útero 
Crioconservación gametos/embriones Recuperación quirúrgica de 
espermatozoides 
 
 
 
 
técnica consistente 
en sometes a 
gametos/embrione
s a temperaturas 
bajo cero para 
disminuir sus 
funciones y poder 
mantenerlos 
almacenados hasta 
su uso 
 
 
 
 
 
extracción y 
recuperación de 
espermatozoide
s mediante la 
aspiración tanto 
en el epidídimo 
como en el 
testículo 
Diagnóstico genético preimplantacional 
 
prueba realizada a embriones antes de su 
implantación en el útero que detecta y 
previene la transmisión a la descendencia 
de enfermedades causadas por 
alteraciones genéticas 
 
Sin embargo, a pesar de todos los avances tecnológicos, las TRAs pueden conllevar diversas 
alteraciones. Se ha relacionado el uso de estas con nacimientos prematuros, un mayor riesgo de 
anomalías congénitas, menor peso al nacer, y un aumento, en adultos, de alteraciones 
metabólicas y cardiovasculares (Feuer y Rinaudo, 2017). Aún no están claras las causas de estos 
desórdenes, existiendo muchas incógnitas en torno a los efectos a corto y largo plazo de las TRAs 
(Grafodatskaya et al., 2013). 
Se ha sugerido que algunos de estos efectos adversos no se deben a estas técnicas, sino que 
pueden estar causados por problemas relacionados con la infertilidad (Chen y Heilbronn, 2017). 
Esta hipótesis surge, ya que, a pesar de que las TRAs también son utilizadas por parejas del 
mismo sexo o por padres solteros, la mayoría de los pacientes son parejas que presentan 
problemas reproductivos (Grafodatskaya et al., 2013). La infertilidad se define como la 
incapacidad de una pareja de completar un embarazo tras un año de relaciones sexuales 
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frecuentes y sin medidas anticonceptivas (Cunningham, 2017), siendo actualmente un problema 
que afecta alrededor de 186 millones de personas en todo el mundo (Inhorn y Patrizio, 2015). 
No obstante, en modelos animales que no presentan dichos problemas, como los ratones, se 
han aplicado las TRAs y se han observado complicaciones similares a las que se han descrito para 
los niños nacidos mediante estas técnicas. La aparición de efectos análogos en estos modelos 
animales y en niños tras la aplicación de TRAs lleva a pensar que realmente son los 
procedimientos de estas técnicas la causa de estas complicaciones y no se deben a razones 
asociadas con la infertilidad, como se sugirió en un principio (Vrooman y Bartolomei, 2017).   
1.1.1. TRAs y la plasticidad fenotípica 
Son numerosos los autores que han explicado el concepto de plasticidad fenotípica (Whitman 
y Agrawal, 2009). Esta se define con frecuencia como la capacidad de un solo genotipo para 
mostrar una serie de fenotipos diferentes en respuesta a variaciones en el entorno (Fordyce, 
2006). Las diferencias fenotípicas entre las células de distintos órganos y tejidos de un mismo 
individuo son un claro ejemplo de este concepto (Sánchez-Alvarado y Yamanaka, 2014).  
La plasticidad es en lo que se basa la hipótesis de los Orígenes Durante el Desarrollo de la 
Salud y la Enfermedad (DOHaD). Dicha hipótesis afirma que las situaciones de estrés ambiental 
ocurridas durante el desarrollo de un organismo aumentan el riesgo de enfermedades (Vrooman 
y Bartolomei, 2017). Esto explica el por qué las TRAs pueden afectar al desarrollo embrionario, 
ya que el ambiente preconcepcional y prenatal en estas técnicas no es totalmente óptimo (Chen 
y Heilbronn, 2017). Además, al coincidir la aplicación de las TRAs con las primeras etapas de 
dicho desarrollo, estas pueden modificarlo causando cambios permanentes (Vrooman y 
Bartolomei, 2017). El desarrollo embrionario presenta unas rutas que no están totalmente 
fijadas, por lo que, en un ambiente de estrés, el embrión puede responder dando lugar a 
cambios fenotípicos para adaptarse a las nuevas condiciones (Vrooman y Bartolomei, 2017). 
Estos cambios fenotípicos son consecuencia de alteraciones en el epigenoma, proteoma, o en la 
expresión génica (Saenz-de-Juano et al., 2011). 
El uso de las TRAs y su relación con diversas enfermedades cardiometabólicas se considera 
una de las evidencias de la hipótesis DOHaD (Fleming et al., 2015). En estudios llevados a cabo 
en ratones se ha observado que, tras el cultivo de embriones en estado preimplantacional y su 
posterior transferencia, aparecen en adultos alteraciones metabólicas y cardiovasculares como 
la hipertensión (Watkins et al., 2007), la intolerancia a la glucosa, la resistencia a la insulina (Scott 
et al., 2010; Donjacour et al., 2014), metabolomas hepáticos anormales, y déficits de 
comportamiento (Ecker et al., 2004; Fernández-Gonzalez et al., 2004). 
Los mecanismos epigenéticos son esenciales en la plasticidad. La epigenética se define como 
los cambios heredables en la expresión génica que ocurren sin una alteración en la secuencia 
del ADN (Wolffe y Matzke, 1999). La metilación del ADN es la marca epigenética más estudiada 
(Chen y Heilbronn, 2017). Esta consiste en la adición de un grupo metilo al carbono 5 de la 
citosina de los dinucleótidos CpG por la acción de un enzima. Por ejemplo, las células germinales 
llevan a cabo una reprogramación de los patrones de metilación del ADN durante la 
gametogénesis. Tras la fecundación, el epigenoma de los gametos es de nuevo desmetilado y 
remetilado, a excepción de los genes improntados, para adquirir la pluripotencialidad necesaria 
para el desarrollo embrionario (Vrooman y Bartolomei, 2017). 
Existen numerosas evidencias que relacionan las TRAs con modificaciones epigenéticas. En 
niños nacidos por estas técnicas se ha observado una metilación del ADN alterada en diversos 
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genes implicados en desórdenes metabólicos (Song et al., 2015). Las enfermedades de impronta, 
como el síndrome Beckwith-Wiedemann o el síndrome Angelman, que se asocian con una 
pérdida en la metilación del ADN, se presentan con mayor frecuencia en infantes concebidos 
mediante TRAs (Vrooman y Bartolomei, 2017). La placenta también puede sufrir cambios 
epigenéticos que desencadenen problemas a largo plazo (Chen y Heilbronn, 2017). Asimismo, 
estudios con modelos animales afirman que las TRAs afectan a las modificaciones epigenéticas 
alterando el desarrollo embrionario, fetal y postnatal (Chen et al., 2014). 
1.2. La crioconservación 
Tras el primer nacimiento mediante IVF en 1978 apareció la necesidad de un procedimiento 
de crioconservación de embriones (Sparks, 2015). En un principio, debido a la baja tasa de éxito 
de las TRAs, era preciso transferir todos los embriones disponibles. Sin embargo, con el tiempo 
los procedimientos de estas técnicas comenzaron a mejorarse aumentando la tasa de 
embarazos. Este nuevo progreso conllevó un incremento en el riesgo de embarazos múltiples 
por lo que se decidió transferir un menor número de embriones y crioconservar los restantes 
para un posible uso futuro (Wong et al., 2014). 
El primer embarazo con transferencia de embriones crioconservados fue en 1983 en 
Alemania (Trounson y Mohr, 1983), mientras que se tuvo que esperar a 1984 para conseguir el 
primer nacimiento con este tipo de embriones (Zeilmaker et al., 1984). Al principio, y como 
consecuencia de la baja tasa del éxito de esta técnica, la selección de embriones era muy 
relevante. Esto permitía transferir el mejor embrión en fresco y almacenar el resto. Sin embargo, 
la mejora en la crioconservación en los últimos años ha hecho que esta se convierta en una parte 
esencial para aumentar la tasa de natalidad de las TRAs (Wong et al., 2014). Esto ocurre porque 
los programas de crioconservación permiten, tras realizar un análisis de marcadores 
morfológicos relacionados con la viabilidad de los embriones (Sparks, 2015), preservarlos en el 
tiempo, de una manera segura, para futuros ciclos de TRAs. 
La crioconservación no solo es útil para transferir un menor número de embriones, 
permitiendo almacenar el resto, sino que también se emplea cuando: hay riesgo de 
hiperestimulación ovárica, en programas de donación de embriones, con el fin de preservar la 
fertilidad en personas que van a sufrir un tratamiento citotóxico (Wong et al., 2014) o cuando 
se esperan resultados de algún test genético preimplantacional (Sparks, 2015).  
Esta herramienta biotecnológica está basada en la preservación de una célula, tejido u 
organismo a temperaturas bajo cero, normalmente en nitrógeno líquido a -196oC. Es el 
procedimiento de almacenamiento a largo plazo más estable ya que, gracias a la bajada de 
temperatura, se detiene la actividad metabólica y se conserva la integridad del material 
crioconservado (Marco-Medina y Serrano-Martínez, 2012). Sin embargo, un descenso de 
temperatura da como resultado la formación letal de cristales de hielo intracelular, los 
principales causantes del daño celular relacionado con la crioconservación (Mazur, 1963).  
La metodología más común para evitar este daño es deshidratar el espacio intracelular para 
reducir la formación de cristales (Wong et al., 2014). Esto se consigue mediante la adición de 
crioprotectores al medio. Estos agentes se pueden clasificar en permeables y no permeables. 
Los crioprotectores permeables son sustancias de bajo peso molecular capaces de atravesar la 
membrana (Ávila-Portillo et al., 2006) y desplazar el agua intracelular (Wong et al., 2014). 
Ejemplos de estos crioprotectores son el etilenglicol (EG) o el dimetilsulfóxido (DMSO). Por otro 
lado, los no permeables son sustancias de alto peso molecular, efectivas si se emplean 
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velocidades altas de congelación (Fernández et al., 2009), que al no entrar en la célula aumentan 
la concentración de solutos en el medio extracelular (Lazo-Javalera et al., 2017). Esto genera un 
gradiente osmótico extracelular que provoca la deshidratación de la célula (Sparks, 2015). Se 
suelen combinar los crioprotectores no permeables con los permeables (Ávila-Portillo et al., 
2006), ya que, al aumentar la presión osmótica, causando la deshidratación celular, reducen la 
cantidad necesaria de crioprotector permeable y su posible toxicidad (Shaw et al., 2000). La 
lactosa y la sacarosa son ejemplos que se pueden emplear como crioprotectores no permeables.  
Sin embargo, los crioprotectores también tienen efectos negativos que se deben tener en 
cuenta. La toxicidad de estos puede causar modificaciones en la ultraestructura celular 
provocando desnaturalización de proteínas, alteraciones en el ADN y/o citoesqueleto. El 
crioprotector que más se suele emplear en la vitrificación de embriones es el EG ya que presenta 
una baja toxicidad celular (Kasai et al., 1992; Kasai, 1997) y además difunde a gran velocidad a 
través de la membrana plasmática (Emiliani et al., 2000). 
En base a la concentración de crioprotectores utilizada, en la crioconservación se diferencian 
2 técnicas: la congelación con bajas concentraciones de crioprotectores y velocidades de 
enfriamiento, y la vitrificación con altas concentraciones y velocidades de enfriamiento 
(Engelmann, 2000). La velocidad óptima de enfriamiento depende de cada célula y de su 
permeabilidad de membrana ya que, lo que se pretende con este proceso es que las células 
expulsen el agua de su interior lo suficientemente rápido como para evitar la creación de 
cristales intracelulares (Gao y Critser, 2000). 
El método de congelación se caracteriza por emplear bajas tasas de enfriamiento (Wong et 
al., 2014), normalmente una velocidad de 1oC/min, y concentraciones bajas de crioprotectores 
(Mandawala et al., 2016). Las células se deshidratan de forma lenta mientras el medio externo 
se congela, lo que ayuda a reducir la formación de hielo intracelular. Las ventajas que presenta 
esta técnica son: un riesgo reducido de contaminación, y que no se requieren elevadas 
habilidades a la hora de la manipulación (Jang et al., 2017). 
Por otro lado, con la vitrificación lo que se busca es la deshidratación gracias a la exposición 
a altas concentraciones de crioprotectores (Sparks, 2015), en una proporción mayor al 40% 
(peso/volumen) (Yavin y Arav, 2007). Se emplea un enfriamiento ultrarrápido y se reduce el 
tiempo de exposición para prevenir la toxicidad (Fahy et al., 1984). Gracias a todas estas 
condiciones se disminuye el riesgo de daño celular por formación de cristales (Jang et al., 2017).  
Como consecuencia, las tasas de supervivencia celular son, con frecuencia, mayores en 
vitrificación que en congelación (Agca et al., 1998). Otra ventaja que presenta este método es el 
menor tiempo de exposición de las células a las temperaturas de enfriamiento (Campos-Chillòn 
et al., 2006). Según Campos-Chillòn et al. (2006), lo más recomendable es que las células se 
mantengan en condiciones no fisiológicas el menor tiempo posible antes de almacenarse a bajas 
temperaturas (-196oC), donde ya no hay actividad metabólica.   
1.2.1. Posibles riesgos relacionados con la crioconservación 
A pesar de que no hay estudios que relacionen la crioconservación con efectos genotóxicos, 
está demostrado que estas técnicas afectan al desarrollo y epigenoma de los embriones. 
Investigaciones realizadas en cerdo por Canovas et al. (2017), han mostrado que los embriones 
nacidos mediante TRAs presentan cambios epigenéticos y un patrón de expresión génica 
diferencial si se comparan con embriones concebidos de forma natural. Dichos estudios sugieren 
el papel esencial del ambiente durante la fecundación y el desarrollo embrionario posterior 
(Canovas et al., 2017). Estas ideas son apoyadas por previas investigaciones, como las llevadas 
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a cabo por Kleijkers et al. (2014), evaluando el efecto del medio de cultivo en el desarrollo fetal 
humano. Sus estudios mostraron la sensibilidad del feto al ambiente, y la plasticidad fenotípica 
que este presenta para adaptarse a las variaciones del entorno. Se observó que el peso de los 
individuos durante los 2 primeros años de vida era diferente y cambiaba según el medio donde 
se habían cultivado los embriones. Esto indica que el efecto del medio de cultivo provoca 
alteraciones en el embrión que afectan al desarrollo y crecimiento (Dumoulin et al., 2010) y que 
estas perduran en el tiempo. Por tanto, los medios empleados en las TRAs, al convertirse en el 
ambiente del embrión durante varios días, pueden tener consecuencias persistentes en él 
(Kleijkers et al., 2014).  
En especies ganaderas, como el conejo (Oryctolagus cuniculus), García-Domínguez et al. 
(2018) observó que, tanto la tasa de crecimiento como el peso corporal, además del peso de 
algunos órganos vitales como el hígado y el corazón, mostraban valores diferenciales cuando se 
comparaba la población control con una población que había sido sometida a una vitrificación 
embrionaria temprana (3 días postinseminación). Además, estas diferencias se mantenían tanto 
en animales juveniles como adultos, indicando que algunos de los efectos de la vitrificación 
pueden persistir durante toda la vida del animal (García-Domínguez et al., 2018). En estudios 
realizados por Gupta et al. (2017), se llegó a la conclusión de que la vitrificación de embriones 
bovinos provocaba una menor expresión en genes implicados en el metabolismo lipídico. De 
hecho, Saenz-de-Juano et al. (2014), también observó, en placenta de fetos de conejo de 14 días, 
que tras la aplicación de un proceso de vitrificación embrionaria temprana (3 días 
postinseminación), el metabolismo lipídico se encontraba alterado. 
También se han llevado a cabo análisis multi-ómicos del tejido hepático de conejos adultos 
que han manifestado la posible asociación entre las modificaciones, tanto en el metabolismo 
lipídico como en el energético, con el peso de los individuos.  De hecho, en los resultados 
proteómicos se observó la expresión diferencial de proteínas implicadas en la fosforilación 
oxidativa (García-Domínguez et al., 2018). Como este proceso se lleva a cabo en las 
mitocondrias, García-Domínguez et al, (2018) sugirió que la vitrificación dañaba estos orgánulos 
en los embriones, y que esto podía heredarse en cada replicación celular, afectando también a 
animales en estado adulto. Todo esto es una clara manifestación de la plasticidad fenotípica que 
presentan los embriones, donde las variaciones en el metabolismo inducen a una menor tasa de 
crecimiento y una diferencia en el peso corporal y de órganos (Forsman, 2015). 
A día de hoy, son numerosas las evidencias que relacionan las TRAs, y más específicamente 
la crioconservación, con alteraciones tanto embrionarias como a nivel postnatal. Sin embargo, 
no hay muchos estudios en los que se analicen los efectos a largo plazo (adulto) que puedan 
llevar consigo estas modificaciones (Lavara et al., 2015). En base a los resultados tanto a nivel 
molecular como fenotípico en embriones y en hígado de individuos adultos, se planteó evaluar 
el efecto de la vitrificación sobre las mitocondrias desde el estado embrionario hasta el nivel 
adulto. 
1.3. Mitocondrias 
En relación con algunos problemas que presentan las TRAs, existen evidencias que asocian la 
función y la actividad de las mitocondrias con el desarrollo embrionario. Debido a esta relación, 
la investigación de la actividad mitocondrial durante el desarrollo embrionario se ha convertido 
en un área muy importante en la medicina reproductiva (Cecchino y Garcia-Velasco, 2018). 
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Las mitocondrias son uno de los orgánulos más abundantes de las células eucariotas (Jing et 
al., 2018). Estas presentan un papel regulador clave en diversos procesos celulares como la 
apoptosis o la homeostasis del calcio. Además, se encargan de generar ATP a través de la ruta 
metabólica conocida como fosforilación oxidativa (Fragouli y Wells, 2015). Este proceso consiste 
en la oxidación tanto del NADH como del FADH2, transfiriendo sus electrones al oxígeno 
molecular. Esto se lleva a cabo a través de unos transportadores de electrones presentes en la 
membrana interna de la mitocondria y tiene como resultado la obtención de ATP como se 
observa en la Figura 1.  
 
Figura 1. Esquema de la fosforilación oxidativa (KHAN ACADEMY, 2019). 
 
Una de las características que diferencia a las mitocondrias del resto de orgánulos que 
contiene una célula, es que esta presenta una o más copias de su propio genoma. Este genoma 
mitocondrial (mtDNA) está localizado en la membrana interna de la mitocondria y tiene un 
tamaño de aproximadamente 16,6 kb (Fragouli y Wells, 2015). Se trata de una doble hebra 
circular que, en humanos, codifica para un total de 13 genes con un papel relevante en el 
metabolismo celular. Más concretamente, estos genes están relacionados con la construcción 
de las subunidades de los complejos I, III, IV y V (Jing et al., 2018). Un ejemplo de gen codificado 
por el mtDNA es MT-TL1. Este gen codifica para una forma específica de ARNt que se conoce 
como tRNA-Leu (Figura 2). La función de esta molécula consiste en unirse al aminoácido leucina 
para colocarlo en el sitio adecuado y formar proteínas implicadas en el proceso de fosforilación 
oxidativa (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2019). En conejo, el gen que codifica para tRNA-
Leu tiene un tamaño de 75 pb (Gissi et al., 1998).  
 
Figura 2. Molécula de tRNA-Leu (Gissi et al., 1998). 
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La elevada tasa de mutaciones, posiblemente debido a la proximidad a la cadena respiratoria 
y la ausencia de histonas, es una de las peculiaridades del mtDNA. A esto se le suman otras 
características de gran relevancia como que las mutaciones puntuales aumentan con la edad de 
las células (Cecchino y Garcia-Velasco, 2018), y que la cantidad de mtDNA en embriones se 
mantiene invariable durante los 3 primeros días del desarrollo preimplantacional (Fragouli et al., 
2015). 
La herencia de las mitocondrias y su genoma es otra característica distintiva de estos 
orgánulos. Esta no sigue un patrón mendeliano ya que se hereda exclusivamente de la madre 
(Fragouli y Wells, 2015). Se ha demostrado mediante estudios con modelos animales y con 
humanos que, tras el proceso de fecundación, no se detectan mitocondrias de origen paterno 
en embriones de más de 4 células. Actualmente, no existe una teoría que explique el porqué de 
esta herencia selectiva y tampoco se conocen con exactitud los mecanismos responsables de la 
eliminación de las mitocondrias paternas (Cecchino et al., 2018). De todas las hipótesis destaca 
la basada en una coexistencia de un mecanismo proteolítico mediado por la ubiquitina (Sutovsky 
et al., 1999) y una mitofagia que se desencadena tras la fecundación (Sato y Sato, 2011). 
1.3.1. mtDNA como marcador embrionario 
La correlación de la disfunción mitocondrial con la baja calidad del oocito, además de 
problemas en la fecundación y desarrollo embrionario, demuestra el papel clave que juega la 
actividad mitocondrial tanto en el oocito como en el embrión. Es por esto, que se ha sugerido 
que el número de copias del mtDNA puede emplearse como biomarcador de la viabilidad 
embrionaria (Cecchino y Garcia-Velasco, 2018). 
Los oocitos en metafase II (MII) en humanos presentan alrededor de 1.500.000 moléculas de 
mtDNA, siendo las células que más mtDNA contienen (Barritt et al., 2002). En 1999 aparecieron 
los primeros estudios que indicaban una correlación negativa entre la concentración de mtDNA 
en los oocitos MII humanos y la edad de la mujer. Estos estudios apoyan la hipótesis de que la 
baja calidad de los oocitos en personas de mayor edad puede ser debida en parte por la 
reducción de la cantidad de mtDNA (de Boer et al., 1999). Otra evidencia que apoya esta teoría 
es la reducción de mtDNA durante la senescencia reproductiva en humanos (Chan et al., 2005; 
Murakoshi et al., 2013). También se ha observado en diversos estudios que los oocitos de 
pacientes con baja reserva ovárica tienen menor cantidad de mtDNA que las mujeres con una 
reserva ovárica normal. Estos resultados refuerzan el uso del número de copias del mtDNA como 
biomarcador de calidad embrionaria, ya que muestran la importancia de su presencia durante 
la oogénesis y, por tanto, en el desarrollo temprano del embrión (Cecchino y Garcia-Velasco, 
2018). 
Diversos estudios han demostrado no solo alteraciones en el número de mitocondrias, sino 
también en la actividad mitocondrial. Por un lado, la sensibilidad de las mitocondrias a los 
cambios de temperatura hace que la vitrificación altere parámetros relacionados con su 
distribución en oocitos MII ovinos. La correcta localización de las mitocondrias es de gran 
relevancia para la función celular, por lo que modificaciones en esto hace que se reduzca su 
capacidad de generar ATP y de desarrollo tanto en oocitos como en embriones (Succu et al., 
2018).  
Por otro lado, se ha señalado, también en oocitos MII ovinos, que la vitrificación afecta al 
potencial de membrana de las mitocondrias (Succu et al., 2018). Cuando dicho potencial se 
reduce, también disminuye la eficiencia de producir ATP, y la concentración de esta molécula 
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está relacionada con la fecundación y el desarrollo embrionario, como se ha observado en 
estudios realizados en oocitos MII porcinos (Dai et al., 2015).  
Finalmente, se ha observado que, en oocitos MII ovinos, la vitrificación aumenta la 
concentración intracelular de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Succu et al., 2018). Este 
incremento en la cantidad de ROS afecta a los complejos mitocondriales I, II y III, originando la 
pérdida de su actividad. Como resultado produce una bajada en la producción energética (Zhang 
et al., 2017). Además, en embriones murinos, se ha observado que el alto nivel de ROS puede 
alterar el número de copias de mtDNA (Ebert et al., 1988). Estudios realizados en ratones han 
revelado que, en oocitos vitrificados se observa una reducción en el número de copias de mtDNA 
en comparación con oocitos sin vitrificar (Amoushahi et al., 2017). Con todo esto se puede llegar 
a la conclusión de que el aumento en ROS es la causa de la disminución en el número de copias 
del mtDNA. Al mismo tiempo, debido esta reducción del mtDNA, la actividad de enzimas 
implicadas en la fosforilación oxidativa y en la obtención de energía se pueden ver alteradas 
(Zhang et al., 2011; Hori et al., 2009). 
Por tanto, no cabe duda del papel esencial de las mitocondrias en el desarrollo embrionario. 
Aunque existen evidencias que muestran que los procedimientos llevados a cabo durante la 
vitrificación derivan en una disfunción mitocondrial, modificando su distribución y potencial de 
membrana, son pocos los estudios que evalúan los cambios en el número de copias del mtDNA 
tras la vitrificación (Amoushahi et al., 2017). Esto, sumado a las escasas investigaciones que 
analizan los efectos en la actividad mitocondrial adulta tras la aplicación de estas técnicas, hacen 
que sea muy relevante continuar investigando en este campo. 
1.4. El conejo como modelo animal 
El gran número de evidencias que apoyan la hipótesis DOHaD han hecho que el conejo 
(Oryctolagus cuniculus) sea ampliamente empleado como modelo en biología reproductiva y 
desarrollo embrionario (Fischer et al., 2012). Como se ha comentado anteriormente, las etapas 
preconcepcional y prenatal son muy importantes ya que coinciden con momentos de 
reprogramación epigenética. En estos periodos las modificaciones para adaptarse al ambiente 
pueden causar desórdenes metabólicos con un efecto a largo plazo.  
El conejo ha mostrado numerosas ventajas para ser un modelo de utilidad en el que observar 
la plasticidad fenotípica del embrión. Entre ellas se incluyen, un desarrollo embrionario similar 
al humano, una morfología y función placentaria equivalente en humanos y un conocimiento 
preciso tanto de la fecundación como de las etapas del desarrollo embrionario (Fischer et al., 
2012). Además, cabe destacar el gran tamaño de los blastocistos, lo que facilita su manipulación, 
y que los requisitos metabólicos de los embriones en conejos son análogos a los de los humanos 
(Püschel et al., 2010). Asimismo, el genoma de esta especie está secuenciado, lo que permite, 
mediante el empleo de técnicas ómicas, analizar la expresión génica durante el desarrollo 
embrionario, y de este modo observar los efectos del ambiente (Fischer et al., 2012). 
Otras características que hacen del conejo un modelo animal de interés son su rápida 
reproducción, con un periodo de gestación de 30-32 días, y su capacidad de ovular poco después 
de concebir. Esto hace que una sola hembra pueda llegar a dar a luz a más de 60 crías cada año. 
La ovulación inducida es también una ventaja, ya que nos permite controlar el momento de la 
ovulación. Además, esta se puede inducir empleando un análogo sintético de la hormona 
gonadotropina, lo que permite que la inseminación artificial tenga una eficiencia del 70%-80% 
(Harcourt-Brown, 2017). 
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A todas estas ventajas hay que sumarle que son animales dóciles y no agresivos, lo que facilita 
su manejo. Además, los conejos son de pequeño tamaño y económicos a la hora de mantenerlos 
(Mapara et al., 2012), haciendo que se utilicen como modelo no solo en la biología reproductiva 
sino en más áreas de la investigación, como la oftalmología o la toxicidad farmacológica (Foote 
y Carney, 2000). 
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2. Objetivos 
 
A pesar de las evidencias que relacionan las TRAs con modificaciones tanto a nivel pre como 
postnatal, actualmente son pocas las investigaciones centradas en analizar los efectos a largo 
plazo que estas técnicas pueden llevar consigo. Las alteraciones registradas en el metabolismo 
energético en embriones, junto con las variaciones que se han descrito en la fase postnatal en 
el peso del hígado, la velocidad de crecimiento y el peso al nacer, llevan al planteamiento de los 
siguientes objetivos. 
Objetivos específicos: 
 
• Poner a punto la cuantificación del número de mitocondrias mediante PCR a tiempo 
real. 
 
• Evaluar si hay diferencias en el número de mitocondrias a nivel pre y post natal. 
 
• Evaluar el efecto de la vitrificación embrionaria temprana sobre el número de 
mitocondrias tanto a nivel embrionario como postnatal. 
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3. Materiales y Métodos 
 
3.1. Animales 
Los animales utilizados en el presente estudio pertenecen a una de las líneas de conejo 
(Oryctolagus cuniculus) de origen neozelandés blanco desarrolladas en el ICTA (Instituto de 
Ciencia y Tecnología Animal) de la UPV (Universidad Politécnica de Valencia). El mantenimiento 
de los animales se realizó en condiciones ambientales controladas, con 16 horas de luz y 8 de 
oscuridad y con una temperatura media de 17,5oC y máxima de 25,5oC. Además, estos se 
encontraban en jaulas individuales y se alimentaron con pienso comercial y libre acceso a agua 
filtrada. 
El manejo de los conejos siguió los procedimientos aprobados por la Generalitat Valenciana 
para la instalación cunícola nº de registro 250V091, y según la legislación sobre experimentación 
animal del Real Decreto 53/2013 (BOE, 2013). El sacrificio de los animales para la recuperación 
embrionaria en un caso y para la obtención de muestras hepáticas en otro, se llevó a cabo 
siguiendo la directiva 2010/63/UE del parlamento europeo y del consejo sobre la protección de 
los animales utilizados para fines científicos. Además, el estudio ha sido aprobado por el Comité 
de Ética de Experimentación Animal de la Universidad Politécnica de Valencia (código 
2018/VSC/PEA/0116).  
3.2. Diseño experimental 
Un resumen del diseño experimental se muestra en la Figura 3. Para poder evaluar el efecto 
de la vitrificación sobre el número de mitocondrias tanto a nivel embrionario como postnatal, 
se establecieron dos poblaciones: la población control y la vitrificada. Con el fin de crear la 
población vitrificada, las conejas fueron inseminadas y a los 3 días post-inseminación se 
sacrificaron para la obtención de los embriones y su posterior vitrificación y desvitrificación. Tras 
la desvitrificación de los embriones tempranos, estos se transfirieron a las hembras receptoras. 
El protocolo de vitrificación/desvitrificación y transferencia fue el desarrollado por Vicente et al. 
(1999), el cual se describirá con detalle en el apartado 3.3.1. La población control continuó con 
la gestación y crecimiento postnatal sin ninguna manipulación. 
En ambas poblaciones, se sacrificaron los animales a los 6 días post-inseminación para la 
recuperación embrionaria, a las 9 semanas de vida (juvenil) y a los 10 meses (adulto). Además 
de poder evaluar el efecto de la vitrificación tanto a nivel pre- como postnatal, con el actual 
diseño también es posible analizar el efecto de la crioconservación justo antes de la implantación 
uterina, blástulas con 6 días de desarrollo post-inseminación, y, estudiar si existen diferencias a 
nivel hepático en el número de mitocondrias entre un animal prepúber (juvenil; 9 semanas) y 
uno maduro sexualmente (adulto; 40 semanas).  
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Figura 3. Resumen del diseño experimental. 
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Un esquema de los grupos experimentales en cada punto del estudio se muestra a 
continuación: 
Grupo 1: embriones 6 días 
• Grupo 1.1.: control (N=5) 
• Grupo 1.2.: vitrificado (N=5) 
Grupo 2: hígado conejos 9 semanas 
• Grupo 2.1.: control (N=10) 
• Grupo 2.2.: vitrificado (N=10) 
Grupo 3: hígado conejos adultos 
• Grupo 3.1.: control (N=10) 
• Grupo 3.2.: vitrificado (N=13) 
 
3.3. Obtención de muestras y cuantificación relativa mitocondrial 
 
3.3.1. Recuperación embrionaria 
Las hembras donantes fueron superovuladas con una dosis vía subcutánea de la hormona 
Corifolitropina alfa suplementada con hCG (rFSH-CTP; Elonva®, 150 g/mL, Merck Sharp & 
Dohme, S.A.; España). Estas conejas se inseminaron artificialmente tras 72 horas. Para ello, el 
mismo día se recuperó semen de machos empleando una vagina artificial según el 
procedimiento descrito por Vicente et al. (2011). El eyaculado se diluyó 1:5 en Tris-Cítrico-
Glucosa (Viudes-de-Castro and Vicente, 1997) y, se realizó una valoración microscópica de la 
calidad y la concentración espermática para poder llevar a cabo la inseminación artificial. Los 
requerimientos que se buscaban eran una motilidad espermática superior al 70% y una cantidad 
de espermatozoides anormales menor al 25% (Marco-Jiménez et al., 2010). Finalmente se 
realizó un pool de semen fresco con el que se inseminó a las donantes. Después de esto, se 
indujo la ovulación tanto de las donantes como de las receptoras mediante 1 g de acetato de 
buserelina (Suprefact; Hoeclust Marion Roussel, S.A.; España), análogo sintético de la hormona 
GnRH. 
Pasadas otras 72 horas, las donantes se sacrificaron para la obtención de los tractos 
reproductores y la recuperación de los embriones de 3 días. Esto se realizó mediante la perfusión 
de los oviductos con tampón fosfato salino (DPBS) suplementado con 0.2% (v/w) de BSA 
(albúmina de suero bovino, Sigma, St. Louis, MO, USA). Los embriones se recogieron en placas 
Petri estériles para, bajo una lupa binocular, seleccionarlos según su morfología (etapa adecuada 
de desarrollo, blastómeros homogéneos y zona pelúcida intacta). 
El mismo día, siguiendo el procedimiento descrito por Vicente et al. (1999), se vitrificaron los 
embriones recuperados. Este método, que consta de dos etapas de vitrificación y una de 
desvitrificación, aparece esquematizado en la Figura 4.  
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Figura 4. Esquema del proceso de vitrificación y desvitrificación de embriones. 
La transferencia embrionaria a las hembras receptoras se realizó a continuación mediante 
laparoscopía y siguiendo el procedimiento descrito por Besenfelder y Brem (1993). Solo se 
transfirieron los embriones que no estaban dañados tras el proceso de vitrificación y 
desvitrificación (zona pelúcida intacta). 
Finalmente, y de forma análoga a la recuperación de embriones de 3 días, se sacrificaron las 
hembras receptoras pasadas 72 horas más, para conseguir los blastocistos de 6 días del grupo 
de vitrificados. 
En el caso de la obtención de los embriones de 6 días controles, se realizaron los mismos 
pasos a excepción de la primera recuperación embrionaria, donde estos se vitrificaron y se 
transfirieron a las hembras receptoras. Las hembras se inseminaron artificialmente y a los 6 días 
se sacrificaron para, mediante perfusión del oviducto con DPBS suplementado con BSA, obtener 
los embriones de 6 días (Figura 5).  
 
Figura 5. Ejemplo de embriones de 6 días del grupo control. 
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3.3.2. Muestras hepáticas 
Para la obtención de las muestras hepáticas de conejos tanto de 9 semanas como adultos, 
en ambas poblaciones, se llevó a cabo el mismo procedimiento descrito en el apartado anterior 
(3.3.1). Sin embargo, a los 6 días las conejas no se sacrificaron para conseguir los embriones, 
sino que se dejó que las hembras receptoras, en el grupo de vitrificados, y las hembras 
inseminadas, en el grupo de controles, continuaran la gestación hasta el parto. En ambas 
poblaciones, los gazapos se mantuvieron hasta su sacrificio a las 9 semanas y 10 meses 
respectivamente, para la obtención de las muestras hepáticas.   
3.3.3. Extracción ADN 
 
3.3.3.1. Muestras embrionarias 
Los embriones recuperados a los 6 días de desarrollo, en ambas poblaciones, fueron 
congelados en nitrógeno líquido y sonicados posteriormente para su homogenización. Una vez 
homogeneizados en el tampón de lisis, el ADN fue extraído mediante una columna de 
purificación siguiendo el protocolo descrito en el Molecular Biology Kit EZ-10 Spin Column Blood 
Genomic DNA Miniprep Kit (Bio Basic Inc., Canadá), a excepción del paso de proteinasa K, que 
se realizó incrementando la cantidad de proteinasa K a 80 μL (20 mg/mL) y la incubación a 2 
horas. Una vez extraído el ADN, la integridad y calidad de este fue analizado empleando el 
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®, Estados Unidos), y solo fueron analizadas aquellas muestras 
que mostraban valores de A230/280 entre 1,8-2,0.  
3.3.3.2. Muestras hepáticas 
Una vez obtenidas las muestras hepáticas, estas fueron almacenadas en RNAlater (Qiagen, 
España) a -20oC.  Para la extracción de ADN de estas muestras, el tejido hepático fue 
homogeneizado en el tampón de lisis en el FastPrep®-24 Instrument (MP Biomedicals, Estados 
Unidos) a 6,5 m/s durante 40 segundos. Una vez homogeneizado el tejido, se siguió el protocolo 
descrito en el apartado 3.3.3.1 empleando el Molecular Biology Kit EZ-10 Spin Column Blood 
Genomic DNA Miniprep Kit (Bio Basic Inc., Canadá). Para evaluar tanto la concentración de las 
muestras como su calidad, también se empleó el espectrofotómetro Nanodrop 200 (Thermo 
Scientific®, Estados Unidos), seleccionando para su análisis las muestras con un rango de 
A230/280 de 1,8-2,0.   
3.3.4. Cuantificación relativa mediante PCR a tiempo real (qPCR) 
Las mitocondrias tienen su propio ADN, diferencial del genoma celular. Por tanto, con el fin 
de poder cuantificar por un lado el número de células presentes en la muestra, así como el 
número de mitocondrias por célula, en el actual estudió se empleó la Reacción en cadena de la 
Polimerasa a tiempo real (qPCR) con el termociclador modelo LightCycler® 96 System (Roche, 
Suiza) y la enzima SYBR® Green como sistema de detección. 
Con el objetivo de cuantificar el número de mitocondrias, se analizó la presencia de un gen 
específico del genoma mitocondrial: tRNA-Leu. Por otro lado, el número de células se cuantificó 
mediante la presencia de un gen específico del genoma celular como es la histona (H2AFZ). Se 
seleccionó este gen como referencia, porque, como se comentó en la Introducción, una de las 
peculiaridades del mtDNA es la ausencia de histonas (Cecchino y Garcia-Velasco, 2018). Por 
tanto, se esperaba que, a igualdad de concentración de ADN en una muestra, la presencia de la 
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histona permaneciera constante en los diferentes grupos experimentales. En la Tabla 2 aparecen 
los genes empleados para el análisis, así como sus primers. 
Tabla 2. Primers empleados en la PCR a tiempo real. 
Gen Primer Forward Primer Reverse 
H2AFZ AGAGCCGGCTGCCAGTTCC CAGTCGCGCCCACACGTCC 
tRNA-Leu GAGCCCGGTAATTGCGTAAA TGTTAAGGAGAGGAGTTGAACC 
 
Para la cuantificación tanto celular como mitocondrial, previamente, todas las muestras de 
ADN fueron diluidas a una misma concentración de 10 ng/L. 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo por duplicado en placas de 96 pocillos con un 
volumen final por reacción de 10 L: 3 L de muestra de ADN diluido 1:20, 5 L de solución 2X 
de FastStart Essential DNA Green Master (Roche, Suiza), que contiene el marcador SYBR® Green, 
1 L del primer forward y 1 L del reverse (5μM).  
Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: una activación inicial de 10 minutos a 
95oC, 40 ciclos de 95oC 1segundo y 60oC 30 segundos. Con el fin de detectar amplificaciones 
inespecíficas, una vez finalizados los 40 ciclos, se realizó un análisis de la curva de disociación 
(melting curve) empleando una temperatura creciente de 0,1oC/s desde 65 a 97oC y un registro 
continuo de la fluorescencia. Finalmente, las muestras se sometieron a 37oC durante 30 
segundos (Tabla 3). 
Con el fin de normalizar las posibles variaciones entre los ensayos, en todas las placas se 
añadió un calibrador para cada uno de los genes seleccionados. En este estudio se utilizó una 
mezcla de ADN de todas las muestras como calibrador diluido 1/20, para que este fuera lo más 
representativo posible.  
Tabla 3. Condiciones de la PCR a tiempo real. 
FASE Nº CICLOS TEMPERATURA TIEMPO 
Preincubation 1 95oC 600 s 
 
2 Step Amplification 
 
40 
95oC 1 s 
60oC 30 s 
 
 
Melting 
 
 
1 
95oC 10 s 
65oC 60 s 
97oC 1 s 
Cooling 1 37oC 30 s 
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3.3.4.1. Puesta a punto de la cuantificación relativa mitocondrial 
Para medir el número de mitocondrias se empleó la cuantificación relativa en lugar de la 
absoluta. Este método, a diferencia de la cuantificación absoluta, no proporciona el número 
exacto de mitocondrias, sino que, en base a una curva estándar, se establecen unos valores 
arbitrarios a unas fluorescencias determinadas que permiten calcular el incremento o 
decremento en el número de mitocondrias en una muestra respecto a otra. 
En los análisis estándar de expresión génica, los valores del gen en estudio se normalizan 
respecto a un gen de referencia. Para que un gen pueda ser utilizado como tal, este debe 
mantener constante su expresión en todos los grupos experimentales (Roche, 2001). En el actual 
trabajo no se está analizando la expresión génica, sino que se cuantifica el número de 
mitocondrias a través de la fluorescencia obtenida al amplificar el gen tRNA-Leu del mtDNA. Los 
valores obtenidos se normalizan por la fluorescencia obtenida al amplificar la histona que, al 
estar solo presente en el genoma celular, da un valor del número de células por muestra. 
Por tanto, midiendo la fluorescencia al amplificar el tRNA-Leu, gen específico del genoma 
mitocondrial, respecto a la fluorescencia obtenida del gen de la histona, específico del genoma 
celular, es posible cuantificar de forma relativa el número de mitocondrias. Con el objetivo de 
llevar a cabo este análisis se empleó la Ecuación 1 (Roche, 2001). 
 
𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑒𝑑 𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 = 𝐸𝑓𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡
(𝐶𝑡𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟−𝐶𝑡𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) · 𝐸𝑓𝐻𝑜𝑢𝑠𝑒𝑘𝑒𝑒𝑝𝑖𝑛𝑔
(𝐶𝑡𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐶𝑡𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟) 
Ecuación 1. 
 
La eficiencia de la qPCR se define como la capacidad que tiene la reacción para duplicar el 
número de copias de las cadenas de ADN en cada uno de los ciclos (Bustin y Nolan, 2004). Como 
la cuantificación relativa se basa en este principio, es necesario verificar que los primers 
empleados amplifican el ADN con la eficiencia adecuada (1,8-2,1). Para poder calcularla, es 
necesario realizar una curva estándar a partir de diversas diluciones seriadas (Svec et al., 2015).  
En el actual estudio, se utilizaron las siguientes diluciones 1/8, 1/32, 1/128, 1/256, 1/512 y 
1/1024 para el cálculo de la eficiencia de la histona, y las siguientes diluciones 1/256, 1/512, 
1/1024, 1/2048, 1/4096 y 1/8192 para el cálculo de la eficiencia del tRNA-Leu. Una vez obtenido 
el ciclo de amplificación (Ct) para cada dilución, se representaron estos valores frente al 
logaritmo de una concentración arbitraria (Tabla 4). La gráfica obtenida permitió calcular la 
eficiencia de los genes en estudio mediante la Ecuación 2.  
 
𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 = 10(−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒)  
Ecuación 2. 
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Tabla 4. Concentraciones para cada gen empleadas para el cálculo de la eficiencia. 
DILUCIONES 
HISTONA 
CONCENTRACIONES 
ARBITRARIAS HISTONA 
DILUCIONES 
tRNA-Leu 
CONCENTRACIONES 
ARBITRARIAS tRNA-Leu 
1/8 1,25 ∙ 10-1 1/256 3,91 ∙ 10-3 
1/32 3,13 ∙ 10-2 1/512 1,95 ∙ 10-3 
1/128 7,81 ∙ 10-3 1/1024 9,77 ∙ 10-4 
1/256 3,91 ∙ 10-3 1/2048 4,88 ∙ 10-4 
1/512 1,95 ∙ 10-3 1/4096 2,44 ∙ 10-4 
1/1024 9,77 ∙ 10-4 1/8192 1,22 ∙ 10-4 
 
3.4. Análisis estadístico 
Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el software Statgraphics Centurion XVII. 
Además, en todos los análisis solo se consideraron estadísticamente significativos aquellos 
valores con un P-valor < 0,05. Para estudiar el efecto de la vitrificación sobre el número de copias 
del mtDNA, se empleó un análisis de la varianza (ANOVA). En primer lugar, se comprobó que 
todos los datos se ajustaban a una distribución normal, característica necesaria para realizar 
este análisis. Como esta condición no se cumplía, se llevó a cabo una normalización de los 
valores mediante una transformación angular (arcotangente). Tras esto, se realizó el ANOVA 
utilizando los valores de la cuantificación normalizados como variable dependiente y el grupo 
experimental (embrión 6 días control, embrión 6 días vitrificado, hígado 9 semanas control, 
hígado 9 semanas vitrificado, hígado adulto control e hígado adulto vitrificado) como factor fijo. 
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4. Resultados y Discusión 
 
4.1. Recuperación embrionaria 
Los embriones recuperados de las hembras donantes del grupo de embriones de 6 días 
vitrificados se muestran en la Tabla 5. Estos embriones fueron seleccionados según su 
morfología, como se ha comentado en el apartado 3.3.1. Los que no presentaban una morfología 
acorde a su etapa de desarrollo, blastómeros homogéneos o zona pelúcida intacta, se 
descartaron y no se llevó a cabo su posterior vitrificación/desvitrificación y transferencia. 
Tabla 5. Resumen de embriones recuperados de las hembras donantes. 
HEMBRAS 
DONANTES 
TASA DE 
OVULACIÓN 
TASA DE 
RECUPERACIÓN 
 
EMBRIONES  
% EMBRIONES 
RECUPERADOS 
8 28 18 13 46,43% 
13 31 15 15 48,39% 
25 72 64 45 62,5% 
30 56 47 44 78,57% 
38 39 31 31 79,49% 
 
Los resultados obtenidos muestran la tasa de ovulación, número de cuerpos lúteos en 
ambos ovarios, y el número de embriones que se recuperaron del tracto reproductivo de las 
hembras donantes y que cumplían con las características morfológicas explicadas en el apartado 
3.3.1. También aparece el porcentaje de embriones recuperados, calculado como el número de 
embriones recuperados dividido por la tasa de ovulación (Cortell et al., 2010). Las diferencias 
que se observan entre las conejas tanto en la tasa de ovulación como en la cantidad de 
embriones recuperados son debidas a que, a pesar de que se inseminaron hembras adultas que 
presentaban un aumento de la turgencia y la coloración de los labios vulvares, características 
externas indicadoras de receptividad, existe una gran variabilidad dentro los animales.   
En comparación con otros ensayos en los que también se llevó a cabo la inseminación 
artificial de conejas superovuladas con FSH-CTP y la recuperación embrionaria, los resultados 
obtenidos en la tasa de ovulación son similares. En el presente estudio se obtuvo un valor de la 
tasa de ovulación de 45,2 ± 8,3, que se encuentra entre el realizado por Cortell et al. (2010), 
que fue de 16,8 ± 1,1 y el de Viudes-de-Castro et al. (2019), con un 51,1 ± 2,5. En cuanto a los 
embriones recuperados, el resultado fue de 63,1% ±  7,1, inferior al obtenido por Cortell et al. 
(2010), que obtuvo un ratio de recuperación de 85,8% ± 3,3. Como se ha comentado 
previamente, las diferencias en estos resultados se puede explicar por la gran variabilidad 
existente entre los animales.  
4.2. Puesta a punto de la cuantificación relativa mitocondrial 
En la Figura 6 se muestra la gráfica con las rectas de eficiencia conseguidas a partir de las 
diluciones seriadas explicadas en el apartado 3.3.4.1 para los genes H2AFZ y tRNA-Leu. 
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Figura 6. Rectas de eficiencia de los genes H2AFZ y tRNA-Leu. 
 
Las rectas patrón de los genes seleccionados se ajustan a lo inicialmente esperado, rectas 
lineales y con pendiente negativa (Svec et al., 2015).  
Aplicando la Ecuación 2 es posible obtener la eficiencia de la qPCR para cada uno de los genes 
de interés. En la Tabla 6 se recogen los resultados obtenidos.  
Tabla 6. Eficiencias y correlación de la qPCR de cada uno de los genes seleccionados. 
GEN CORRELACIÓN EFICIENCIA 
H2AFZ 0,99 2,01 
tRNA-Leu 0,99 1,89 
 
Los resultados de eficiencia para los genes H2AFZ y tRNA-Leu se encuentran dentro del rango 
exigido (1,80-2,10) (Zhang et al., 2015). Por tanto, se puede afirmar que los primers y las 
condiciones de amplificación son las correctas para la cuantificación mitocondrial.   
En los ensayos realizados para evaluar el número de copias de mtDNA mediante qPCR se 
suelen emplear como genes mitocondriales el MT-ND1 (Chen et al., 2017; Quiros et al., 2017) y 
el MT-TL1 (Rooney et al., 2015), cuyas funciones están implicadas en el proceso de fosforilación 
oxidativa (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2019). En el presente estudio se escogió el gen 
tRNA-Leu ya que, alteraciones en dicho gen están asociadas con enfermedades como la diabetes 
mellitus tipo 2 (Van den Ouweland et al., 1992), o con el síndrome MELAS (Moraes et al., 1992), 
y por tanto, existe gran cantidad de estudios realizados con él.  
En cuanto al método empleado para determinar la eficiencia de la qPCR en este estudio, la 
curva estándar es la herramienta más aceptada para estimarla (Bustin et al., 2009) ya que se 
trata de un procedimiento que permite obtener una cuantificación sólida (Svec et al., 2015). 
 
 
0
5
10
15
20
25
30
35
-4,5 -4 -3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
C
t
log [ADN]
tRNA-Leu H2AFZ
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
22 
 
4.3. Cuantificación relativa mitocondrial 
El análisis de la cuantificación del gen tRNA-Leu se realizó con el objetivo de evaluar el efecto 
de la vitrificación embrionaria temprana, a nivel pre y postnatal, sobre el número de copias de 
mtDNA. En primer lugar, se estudió si había variación en la cuantificación de este gen entre los 
grupos controles y vitrificados, sin tener en cuenta si las muestras procedían de embriones o de 
hígado de animales de 9 semanas o de adultos. El análisis de los datos no mostró diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos controles y vitrificados para la presencia del gen 
tRNA-Leu, como se observa en la Figura 7. 
 
 
Figura 7. Gráfico de dispersión de la cuantificación del gen tRNA-Leu para los grupos control y vitrificado. 
 
Como se ha comentado previamente en el apartado de Introducción, numerosos estudios 
apoyan el papel esencial de las mitocondrias en la fecundación y el desarrollo embrionario 
(Cecchino y Garcia-Velasco, 2018; de Boer et al., 1999). Además, diversos autores han 
relacionado las técnicas de crioconservación de embriones con una menor actividad 
mitocondrial (Succu et al., 2018; Dai et al., 2015; Ebert et al., 1988; Amoushahi et al., 2017), 
sugiriendo el uso del número de copias del mtDNA como biomarcador de viabilidad embrionaria 
(Cecchino y Garcia-Velasco, 2018). Sin embargo, en los resultados observados en la Figura 7 no 
aparecen diferencias significativas en la cuantificación de tRNA-Leu, y por tanto, en el número 
de copias del mtDNA, entre los grupos controles y vitrificados.  Esto está causado porque el 
análisis se llevó a cabo sin distinguir la procedencia de las muestras, por lo que estos resultados 
no son concluyentes y es necesario efectuar un análisis más exhaustivo.  
Además de realizar el análisis estadístico entre los grupos controles y vitrificados, se llevó a cabo 
el estudio de la cuantificación mitocondrial considerando, en este caso, solo el origen de la 
muestra (embriones de 6 días, hígado de 9 semanas e hígado de adultos), independientemente 
del grupo al que pertenecieran, con el fin de observar la evolución de estos orgánulos a lo largo 
de la vida del animal. En el caso de los embriones, se trabajó con la totalidad de estos para 
evaluar el número de copias de mtDNA. Sin embargo, en los grupos de 9 semanas y adultos, no 
se pudo analizar el animal por completo, por lo que se empleó una fracción del tejido hepático 
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para llevar a cabo el estudio mitocondrial. Se escogió este tejido ya que el hígado es un órgano 
metabólico esencial que se encarga de dirigir el metabolismo energético del cuerpo (Rui, 2014). 
Además, este órgano ya había mostrado, en estudios anteriores, diferencias tanto en la 
eficiencia de la cadena respiratoria (Stocco et al., 1997) como en el peso, siendo menor en 
poblaciones vitrificadas (García-Domínguez et al., 2018). 
En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos para cada grupo experimental. 
 
Figura 8. Gráfica de las medias de la cuantificación del gen tRNA-Leu en función del origen de las 
muestras. 
Valores en la gráfica con diferente superíndice indican que difieren estadísticamente. 
 
En el presente estudio se ha detectado una mayor cuantificación del gen tRNA-Leu en el 
grupo experimental de embriones. Los embriones necesitan una elevada cantidad de energía 
para poder llevar a cabo todas las divisiones celulares de forma adecuada (Fragouli et al., 2015). 
Como se ha explicado previamente, los oocitos MII son las células que presentan mayor cantidad 
de mtDNA (Barritt et al., 2002). Diversos estudios han asociado el elevado número de copias de 
esta molécula en los a una manera de asegurar la disponibilidad de suficiente energía durante 
el desarrollo temprano del embrión (Cagnone et al., 2016). Esto es muy importante ya que la 
cantidad de mtDNA en embriones se mantiene invariable durante los 3 primeros días del 
desarrollo preimplantacional (Fragouli et al., 2015). Por tanto, este aumento en las copias de 
mtDNA en los oocitos es necesario para satisfacer las demandas metabólicas de las primeras 
etapas embrionarias (Cagnone et al., 2016). De hecho, además de las evidencias en humanos 
que apoyan la hipótesis que relaciona la infertilidad con la baja viabilidad de los oocitos por la 
reducida cantidad de mtDNA (de Boer et al., 1999; Chan et al., 2005; Murakoshi et al., 2013; 
Cecchino y Garcia-Velasco, 2018), hay estudios en los que se ha visto que, durante la maduración 
de los oocitos porcinos, se lleva a cabo una replicación del mtDNA hasta obtener un mínimo de 
copias con el fin de que estos puedan ser fecundados (Spikings et al., 2007; El Shourbagy et al., 
2006). Por tanto, esto podría explicar porque en este estudio el grupo de embriones es el que 
mayor cantidad del gen tRNA-Leu presenta. Los embriones analizados este ensayo tenían 6 días 
por lo que, a la cantidad de mtDNA proveniente de los oocitos, se le suman las nuevas 
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mitocondrias resultantes de la replicación, que comienza en la etapa de blastocisto, para poder 
llevar a cabo el desarrollo embrionario.  
En cuanto a la evolución de las mitocondrias a lo largo de la vida del animal, los resultados 
muestran que la cantidad de estos orgánulos se reduce a nivel postnatal si se compara con el 
número de estos en la etapa embrionaria. Además, en el ensayo se observa un menor número 
de copias de mtDNA en animales juveniles que en adultos. Diversos estudios han confirmado 
que la función mitocondrial disminuye durante el envejecimiento (Bratic y Larsson, 2013). 
Stocco et al. (1977) mostró en mitocondrias de hígado de rata, que la eficiencia de la cadena 
respiratoria disminuía hasta un 40% en animales de 24 semanas al compararlos con animales 
juveniles, de entre 3-4 semanas. Además, también se ha observado en estudios con ratones que, 
con la edad, se reducía la actividad de los complejos tanto I como IV en órganos como el hígado, 
cerebro o corazón (Benzi et al., 1992; Lenaz et al., 1997; Manczak et al., 2005). Por tanto, la 
mayor cantidad de mtDNA en animales adultos podría tratarse de un mecanismo de 
compensación para normalizar la generación de energía, debido a la función mitocondrial 
alterada (Fragouli et al., 2015). 
Finalmente, se realizó el análisis de la cuantificación mitocondrial considerando tanto el 
grupo como el origen de la muestra. Por tanto, se analizaron los datos teniendo en cuenta los 
distintos grupos experimentales escogidos para este ensayo (grupo control y vitrificado en 
embriones a 6 días de desarrollo y en hígados de 9 semanas y 10 meses).  De los diversos grupos 
experimentales estudiados, solo los embriones de 6 días mostraron diferencias 
estadísticamente significativas entre el grupo control y el vitrificado (Figura 9). 
 
 
Figura 9. Gráfica de las medias de la cuantificación del gen tRNA-Leu en función del grupo experimental. 
Valores en la gráfica con diferente superíndice indican que difieren estadísticamente.  
 
Respecto a la evolución que las mitocondrias experimentan a lo largo de la vida del animal, 
la cantidad de mtDNA fue superior en el grupo de embriones de 6 días, disminuyó en conejos 
de 9 semanas, volviendo a aumentar significativamente en adultos. 
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Los resultados obtenidos para los embriones de 6 días, en los que se observa la cuantificación 
diferencial del gen tRNA-Leu, muestran que la crioconservación de embriones tiene un efecto 
en estos. Se ha demostrado que, en un ambiente de estrés, como es la vitrificación, el embrión 
puede dar lugar a cambios fenotípicos para adaptarse a las nuevas condiciones (Vrooman y 
Bartolomei, 2017). El efecto de las TRAs sobre el metabolismo energético ya ha sido observado 
en trabajos anteriores, relacionando, por ejemplo, la vitrificación de embriones con un 
metabolismo lipídico alterado en la placenta de fetos de conejo de 14 días (Saenz-de-Juano et 
al., 2014) y en blastocistos bovinos (Gupta et al., 2017).  
A diferencia de lo observado en trabajos anteriores (Amoushahi et al., 2017), la vitrificación 
no supuso una reducción en el número de copias de mtDNA, sino que este aumentó en los 
embriones del grupo vitrificado. Por otro lado, existen estudios que asocian un aumento en el 
número de copias de mtDNA con situaciones de estrés. Diez-Juan et al. (2015) comprobó esta 
hipótesis mediante un ensayo en el que se cultivaron embriones con 2,4-dinitrofenol, un 
desacoplante de la fosforilación oxidativa (Karim y Gupta, 2002) y, por tanto, un compuesto 
inductor de estrés energético. Los resultados mostraron que tras 48 horas el ratio mtDNA/nDNA, 
empleado como indicador del número de mitocondrias por célula, aumentaba (Diez-Juan et al., 
2015). Esto apoya la hipótesis de que el incremento del número de copias de mtDNA en 
embriones podría ser un indicador de que estos se encuentran en una situación de estrés 
metabólico (Fragouli et al., 2015). Es posible que los embriones que experimentan estrés tengan 
mayores requerimientos energéticos. Como consecuencia, la replicación del mtDNA aumentaría 
con el objetivo de compensar la disminución de esta molécula debido a las sucesivas divisiones 
celulares (Diez-Juan et al., 2015). Esto concuerda con el presente estudio, ya que la replicación 
del mtDNA comienza a ser significativa cuando el embrión pasa a ser blastocisto (St John et al., 
2010; Eichenlaub-Ritter et al., 2011).   
De forma alternativa, la elevada cantidad de mtDNA podría estar relacionada con una función 
mitocondrial alterada (Fragouli et al., 2015). Esta hipótesis está respaldada por la existencia de 
estudios que han demostrado que la crioconservación afecta a la actividad mitocondrial. Por 
tanto, aumentar los niveles de mtDNA también podría tratarse de un mecanismo para 
compensar la cantidad de mitocondrias afectadas por la vitrificación y normalizar la generación 
de ATP (Fragouli et al., 2015). Como se comentó en la Introducción, la crioconservación puede 
modificar parámetros relacionados con la distribución de las mitocondrias debido a la 
sensibilidad que presentan estos orgánulos a los cambios de temperatura. Alteraciones en la 
localización mitocondrial provocan una reducción en la producción de ATP (Succu et al., 2018). 
Asimismo, también se ha observado que la vitrificación reduce el potencial de membrana de las 
mitocondrias, disminuyendo la capacidad de generar ATP (Succu et al., 2018).  
Por último, la crioconservación incrementa la concentración intracelular de ROS (Succu et al., 
2018). Este aumento afecta a los complejos mitocondriales I, II y III, provocando la pérdida de 
su actividad y una bajada en la producción de energía (Zhang et al., 2017). Por otro lado, el 
elevado nivel de ROS también puede alterar el número de copias de mtDNA (Ebert et al., 1988). 
La ausencia de histonas y la proximidad del mtDNA a ROS, hacen que el genoma mitocondrial 
presente una elevada tasa de mutaciones (Eichenlaub-Ritter et al., 2011; Duran et al., 2011). Por 
tanto, si la vitrificación aumenta la concentración de ROS, el mtDNA tendrá más posibilidades 
de sufrir alteraciones e incrementará su concentración como mecanismo de compensación. De 
hecho, en el estudio llevado a cabo por Monnot et al. (2013), se observaron mayores niveles de 
mtDNA en embriones preimplantacionales humanos como respuesta a las mutaciones 
presentes en dicha molécula. Con los resultados de este ensayo se llegó a la hipótesis de que en 
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el desarrollo embrionario es necesaria una cantidad de mtDNA sin alteraciones para compensar 
las deficiencias energéticas causadas por el mtDNA mutado (Monnot et al., 2013). 
A partir del presente estudio no es posible afirmar si el aumento en la cantidad de mtDNA se 
debe a que la vitrificación genera en el embrión una situación de estrés que provoca un 
incremento de los requerimientos energéticos; a que esta técnica altera la actividad 
mitocondrial, y el número de mitocondrias aumenta para normalizar la producción de energía; 
o a una combinación de ambos mecanismos. Sin embargo, con este ensayo si se puede afirmar 
que la crioconservación tiene un efecto sobre las mitocondrias en estado prenatal.  
Los resultados que aparecen en la Figura 9 muestran como los embriones del grupo 
vitrificado presentan una mayor cantidad de mtDNA en comparación con los del grupo control, 
indicando que la crioconservación genera alteraciones a nivel mitocondrial. No obstante, el 
efecto de esta técnica solo aparece en el grupo de embriones de 6 días. García-Domínguez et 
al., (2018) observó modificaciones en el hígado de adultos causadas por la vitrificación 
embrionaria temprana, alteraciones tanto en el metabolismo lipídico como en el energético, así 
como en el peso de los individuos y en la velocidad de crecimiento. Estas alteraciones no se han 
visto reflejadas en el número de mitocondrias, sugiriendo que el efecto de la vitrificación 
disminuye con el desarrollo del individuo hasta normalizarse y no mostrar diferencias 
significativas, como ocurre con los grupos de 9 semanas y adultos. Sería interesante llevar a cabo 
este mismo ensayo, pero incluyendo otros grupos experimentales prenatales, con el fin de 
comprobar si el efecto descrito se mantiene durante todo el desarrollo embrionario o si afecta 
principalmente a las primeras etapas y luego comienza a reducirse.
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5. Conclusiones 
 
En el presente ensayo se ha podido observar, mediante la cuantificación de tRNA-Leu y 
empleando el conejo como modelo animal, la evolución que las mitocondrias experimentan a lo 
largo de la vida de un individuo. Además, también se han mostrado los efectos que la 
vitrificación presenta sobre el número de copias del mtDNA tanto a nivel embrionario, como a 
nivel juvenil y adulto. A partir de los resultados y su discusión obtenidos se pueden deducir las 
siguientes conclusiones: 
• La cuantificación de tRNA-Leu normalizado en base a la cuantificación del gen de la 
histona, se ha mostrado como una técnica fiable para la cuantificación mitocondrial. 
 
• El número de mitocondrias varía no solo de la etapa pre a la postnatal, sino también 
entre el estado juvenil y adulto. 
 
• La vitrificación de embriones altera, en estado prenatal (embriones de 6 días), el número 
de copias de mtDNA, siendo este mayor en los embriones vitrificados frente a los 
controles.
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